












Hauptreferate: Uropathologie und Nephropathologie
Das klarzellige Nierenzellkarzinom 
(kNZK) ist der häufigste histologische 
Subtyp der sporadischen Nierenzell­
karzinome (NZK; [15]). Die Klassifizie­
rung des NZK basiert bisher vor allem auf 
morphologischen Kriterien. Molekular­
genetische Daten untermauern dies, kön­
nen aber die komplexen molekularen Un­
terschiede innerhalb der Subtypen nicht 
ausreichend erfassen.
Die Prognose der NZK basiert auf den 
histopathologischen Parametern Grad 
und Stadium [14]. Diese sind jedoch ge­
rade bei Patienten mit intermediärem 
Grad/Stadium oft ungenau und erlau­
ben klinisch keine Vorhersage der häma­
togenen Metastasierung. Man erhofft sich 
in der Zukunft durch Anwendung mole­
kularer Methoden eine genauere Vorher­
sage der Tumorprogression [4].
Die Anwendung molekularbio­
logischer Methoden belegte in früheren 
Studien, dass die Inaktivierung des Von­
Hippel­Lindau­ (VHL­) Gens in bis zu 
80% der kNZK als initialer Prozess in 
der Tumorentstehung angesehen werden 
kann [6]. VHL kodiert für 2 Genprodukte, 
pVHL30 und pVHL19 (allgemein pVHL). 
Letztere Isoform ensteht durch einen al­
ternativen Translationsstart. pVHL ist 
ein multifunktionales Protein, das in der 
Regulation verschiedener für die Tumor­
progression förderlicher Prozesse von zen­
traler Bedeutung ist. Dazu gehören u. a. 
der proteosomale Abbau des Hypoxie­
induzierbaren Faktors (HIF), Adhäsion 
und Invasion, aber auch Deregulation der 
Apoptose von Tumorzellen [5].
Wir fassen in diesem Beitrag For­
schungsergebnisse zusammen, die auf 
dem Einsatz von Hochdurchsatztechno­
logien zur Analyse genetischer, transk­
riptioneller und translationaler Verände­
rungen im kNZK beruhen. Wir verstehen 
die Kombination solcher Daten als Chan­
ce für ein besseres Verständnis der viel­
schichtigen Prozesse der Tumorentste­
hung, als notwendige Grundlage für die 
Verbesserung der bestehenden Prognose­
parameter sowie als Möglichkeit für eine 
gezieltere Anwendung bestehender und 
zukünftiger Therapieformen. Im Fol­




In den vergangenen Jahren hat die Ana­
lyse chromosomaler Abberationen im 
kNZK erfolgreich zu der Identifizierung 
des VHL­Tumorsuppressors und der kla­
ren Unterscheidung zwischen kNZK und 
papillärem NZK (pNZK) geführt [3, 7, 10, 
11, 17, 22]. Weiterhin bestätigten CGH­
Analysen einen Zusammenhang zwi­
schen genetischen Alterationen und der 
Prognose von Patienten mit kNZK [16].
Jüngere Microarray­basierte Gen­
expressionsstudien zielten auf die Identifi­
zierung der komplexen molekularen Me­
chanismen der Tumorentstehung. Dies 
führte zur Entdeckung von Expressions­
mustern, anhand derer die Subtypen des 
NZK auch molekular voneinander diffe­
renzierbar wurden [8, 19]. Schließlich re­
sultierten diese Analysen in einer weiteren 
molekularen Unterteilung des morpholo­
gisch homogenen kNZK [18, 19]. Des Wei­
teren gelang es mittels Genexpressions­
studien, Expressionsmuster zu identifi­
zieren, die Patienten im Hinblick auf die 
Tumorprogression und Metastasierung 
unterscheiden, d. h. prognostisch rele­
vante Subgruppen hervorheben [9].
Die molekulare Charakterisierung des 
kNZK wurde weiterhin durch die Kom­
bination verschiedener Hochdurchsatz­
technologien vorangetrieben. So wurde 
bewiesen, dass sich zytogenetische Alte­
rationen im kNZK in Proteinexpressions­
profilen widerspiegeln und dass diese Ex­
pressionsprofile für eine genauere mole­
kulare Unterteilung des kNZK geeignet 
sind [13]. Kürzlich konnten in einer hoch­
auflösenden SNP­Studie kombiniert mit 
einer Transkriptionsanalyse weitere gene­
tische Alterationen identifiziert werden 
[2]. Eine Erkenntnis aus diesen Daten ist, 
dass neben der Inaktivierung von VHL 
auch die Deregulation von CDKN2A/
CDKN2B und Myc für die Entstehung 
des kNZK von Bedeutung zu sein schei­
nen. Interessanterweise zeigten die spo­
radischen kNZK eine hohe Heterogenität 
im Vergleich zu kNZK von Patienten mit 
VHL­Syndrom auf. Sporadische kNZK 
wiesen zusätzlich eine höhere Anzahl an 
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genetischen Alterationen auf. Die 0­Ana­
lyse dieser Daten führte zu der Identifizie­
rung zweier Subgruppen im kNZK:
1.  Tumoren, deren genetische Profile 
sich komplett von der Mehrheit der 
kNZK unterschieden,
2.  Tumoren, deren genetische Profile 
Tumoren mit einer biallelischen 
 Inaktivierung von VHL ähneln.
Diese Daten suggerieren komplexe gene­
tische Veränderungen, die für die Zutei­
lung von Patienten und letzendlich für ei­
ne gezieltere Behandlung von Bedeutung 
sein könnten. Gleichzeitig wird die zen­
trale Bedeutung der Inaktivierung von 
VHL für die Entstehung des kNZK un­
termauert. Konsequenterweise wurde 
in einer weiteren Genexpressionsstudie 
nach Genexpressionsmustern gesucht, 
die spezifisch für unterschiedliche VHL­
 Mutationen sind [12]. Die verschiedenen 
Mutationen könnten die Funktionalität 
des pVHL spezifisch verändern und so­
mit die Prognose unterschiedlich stark 
beeinflussen. Die Analyse dieser Studie er­
gab eine Signatur von 186 Genen, anhand 
deren Expression kNZK mit funktions­
losem pVHL von kNZK mit Wildtyp­pV­
HL unterschieden werden konnten. Letzt­
endlich resultierten Analysen zur Identifi­
zierung genetischer Alterationen und de­
ren Einfluss auf die Genexpression in ei­
ner feineren Unterteilung des kNZK. Of­
fen bleibt jedoch, welchen Einfluss diese 
Alterationen auf die Genprodukte und de­
ren Funktionen ausüben.
Proteomanalysen
Auf der Suche nach Veränderungen der 
Proteinexpression als Folge genetischer 
Alterationen haben wir uns auf die Ana­
lyse von Zelloberflächenproteinen kon­
zentriert (Boysen et al., Manuskript in 
Vorbereitung). Zelloberflächenprotei­
ne sind aufgrund ihrer subzellulären Lo­
kalisation und Zugänglichkeit wichtige 
Zielstrukturen verschiedener Antitumor­
therapien. Zusätzlich könnte eine Abga­
be dieser Proteine in das Serum, z. B. in­
folge proteolytischer Aktivitäten tumor­
spezifischer Proteasen, als Grundlage für 
nichtinvasive ELISA­basierte diagnosti­
sche Tests oder im Rahmen einer post­
operativen Betreuung von Patienten zur 
Früherkennung wiederkehrender Tumo­
ren genutzt werden. Zelloberflächenpro­
teine stellen somit ideale Kandidaten auf 
der Suche nach neuen diagnostischen und 
therapeutischen Biomarkern dar.
Neben den klinischen Aspekten ist die 
Analyse tumorspezifischer Membranpro­
teine mit der Möglichkeit eines besseren 
Verständnisses der Tumorbiologie ver­
bunden, da Membranproteine am Beginn 
wichtiger Signalkaskaden stehen (z. B. 
als Rezeptoren für Wachstumsfaktoren), 
Zell­Zell­Interaktionen vermitteln und 
zentraler Bestandteil der metastatischen 
Disseminierung von Tumorzellen sind.
Ziel dieser Studie ist es, die Konse­
quenzen eines Verlusts von 3p einherge­
hend mit einer funktionellen Inaktivie­
rung von VHL für die Expression und 
Funktionsweise von Membranproteinen 
im kNZK zu charakterisieren. Qualita­
tive und quantitative Messungen dienen 
dabei als Grundlage für eine feine Ana­
lyse dieser gegenüber externen Einflüs­
sen exponierten Mikroumgebung. Sol­
che VHL­assoziierten Oberflächenprote­





















































stimmung als auch für eine gezieltere Be­
handlung der bereits erwähnten Gruppe 
kNZK dienen, deren genetisches Profil 
dem von Patienten mit biallelischer Inak­
tivierung von VHL ähneln.
Der gewählten experimentellen Stra­
tegie liegt eine vergleichende Massen­
spektrometrie­ (MS­)basierte Analyse 
von N­glykosylierten Oberflächenprote­
inen in VHL­negativen Tumorzellen vom 
kNZK und deren VHL­ Isoform (pVHL19, 
 pVHL30) reexprimierenden stabilen 
Transfektanten zugrunde (. Abb. 1). 
Kernpunkt dieser neu entwickelten Me­
thode sind die spezifische Markierung, 
Aufreinigung und Messung von gering 
exprimierten Membranproteinen, die in 
verschiedenen Vorarbeiten erfolgreich 
angewendet wurden [20, 21, 23]. Dieses 
Verfahren ermöglicht zudem eine relative 
Quantifizierung der identifizierten Protei­
ne. Damit ist eine fokussierte IHC­ basierte 
Validierung selektierter Kandidaten auf 
Tumormaterial basierend auf MS­Daten 
möglich. Differenziell exprimierte Pro­
teine können in dem von uns verwende­
ten Zellkultursystem somit als potenziell 
„VHL­assoziiert“ betrachtet werden. Bis­
her durchgeführte proteinbasierte Analy­
sen im kNZK fokussierten vor allem auf 
zytoplasmatische bzw. gut lösliche Pro­
teine. Eine Analyse des schwer analy­
sierbaren hydrophoben Oberflächensub­
proteoms wurde bisher noch nicht aus­
reichend durchgeführt.
Aggelis et al. [1] konnten in einer 
MS­basierten Studie bereits 19 VHL­
 assoziierte Membranproteine in  UMCR2­
 Nierenkarzinomzellen identifizieren. Da­
bei wurden neben bekannten VHL­
 Zielgenen auch unbekannte Kandi­
daten wie CD166 und CD147 als pVHL­
 assoziiert detektiert. Dieser Studie liegt je­
doch eine initiale 2D­Gel­basierte Separa­
tion der isolierten Membranproteine zu­
grunde, welcher anschließend eine Ana­
lyse der im Gel verdauten Proteine mittels 
MS folgt. Die Neuartigkeit unserer Strate­
gie ist der Verzicht einer vorherigen Se­
paration der isolierten Membran proteine 
mittels 2D­Gelen. Dadurch können in un­
serer Analyse auch stark hydrophobe, re­
lativ unlösliche Membran proteine de­
tektiert werden. Des Weiteren können 
wir in unserem Zellkultur modell pVHL­
 isoformspezifische Veränderungen des 
Oberflächenproteoms analysieren, was 
uns einen tieferen Einblick in die Wir­
kungsweise von pVHL im kNZK ermög­
licht.
Die Besonderheit unseres experimen­
tellen Ansatzes liegt neben der Identifi­
zierung von Oberflächenproteinen vor 
allem in deren relativen Quantifizierung. 
In unseren initialen Experimenten wur­
den mehr als 100 Oberflächenproteine 
detektiert, von denen ein Großteil zu der 
Gruppe der CD­Moleküle gehört. An­
tikörper gegen diese Proteine stehen für 
weiterführende multiplexe Immunohis­
tochemie­ (IHC­) basierte Analysen zur 
Verfügung. 46 Proteine waren differenzi­
ell exprimiert (. Abb. 2). Diese Proteine 
wurden als pVHL­assoziiert definiert und 
sind u. a. in biologische Prozesse wie Si­
gnaltransduktion, Immunsystem und Zell­
adhäsion involviert (. Abb. 3).
Eine Deregulierung dieser Prozesse 
stellt eine wichtige Grundlage für die Tu­
morentstehung dar. Bisher wurde jedoch 
ein Zusammenhang dieser Prozesse mit 
dem VHL­Funktionsverlust nur für ein­
zelne Kandidaten beschrieben, da ei­
ne globale Analyse des Oberflächenpro­
teoms aufgrund fehlender spezifischer 
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folgende IHC­basierte Validierungen 
auf in Paraffin eingebetteten Tumorzel­
len (pVHL­positiv vs. pVHL­negativ) 
vom kNZK ergaben eine genaue Repro­
duzierbarkeit der mittels MS als differen­
ziell exprimiert identifizierten Proteine 
GLUT­1 und EGFR (. Abb. 4 a–d). Ei­
nige der differenziell exprimierten Kandi­
daten werden momentan in Gewebechip­
 basierten Analysen von mehreren hun­
dert kNZK auf einen möglichen Zusam­
menhang mit klinischen Parametern un­
tersucht. Schlussendlich wird der Serum­
proteingehalt ausgewählter Kandidaten 
mittels ELISA in Seren von Patienten und 
gesunden Spendern verglichen.
Die Kombination dieser proteo­
mischen Techniken und die direkte Trans­
lation von In-vitro­Daten auf Patienten­
material stellen eine neue, gezieltere Her­
angehensweise an die Identifizierung von 
spezifischen molekularen Markern im 
kNZK dar. Letztendlich werden durch die 
Kombination verschiedener Technolo­
gien innerhalb einer Studie die Grenzen 
überschritten, die die Anwendbarkeit ein­
zelner Messverfahren aufgrund von bio­
logischen oder technischen Einschrän­
kungen bisher limitierten. Unsere zukünf­
tige Forschungsstrategie basiert daher auf 
einer einzigartigen globalen Analyse von 
Alterationen auf dem Proteom­, Genom­ 
und Genexpressionsniveau und der com­
putergesteuerten Integration der resultie­
renden Daten.























Identifizierung VHL-assoziierter Veränderungen im klarzelligen  






























Identification of VHL-associated changes in clear cell renal  
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